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血红 蛋白 种 间 分 子 杂 交 以 及 
树 购 进化 地 位 的 探讨 


章 蓓 NAR 


《 揽 旦 大 学 遗传 学 妖 究 所 上海》 


a 要 
为 了 探讨 树 竟 (Tupaia belangeri chinensis ) 的 分 类 地 位 及 其 与 灵 长 类 动 
物 的 亲 缠 关系 ， 本 文 利用 血红 里 自 种 间 分 子 杂 交 技 术 ， 以 人 类 血红 过 白 旨 bA 为 
标准 ,分 析 比 较 了 料 足 血 红 受 自 与 原始 灵 长 类 动物 懒 儿 (Nycticebus coucang) 
血红 性 白 的 结构 异同 。 在 碱 性 条 件 下 ， 三 种 血红 蛋白 的 电泳 迁 艳 率 大 小 为 ; 人 
> tae > atte, AHD (fop) fHbA (aP) 杂交 可 以 产生 两 种 
Riy (aT? B,Afoo,4B,7") 。HbA 和 懒 猴 Hb (aB) RRETA 
AA RAD F (a7 Bta) RAM, MEH 5 Me Hb ag a E:F 
edn th, E eS Me Oo > Ke 13 dai, 
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si (Tupaia belangeri chinensis) 在 体型 上 兼 有 食 虫 目 和 灵长目 动物 的 特征 ， 
它 的 分 类 学 地 位 一 直 存 在 争议 。 近 年 来 ， 随 着 比较 生物 学 ， 生物 化 学 和 分 子 生物 学 技术 
的 发 展 以 及 对 树 山 头骨 、 神 经 解剖 学 和 免疫 等 研究 的 深入 ， 越 来 越 多 的 学 者 接受 了 树 肢 
是 原始 灵 长 类 动物 的 观点 (Luckett, 1980) 。 在 灵长目 动物 中 确定 树 岗 的 地 位 对 于 E 
物 进 化 和 有 灵长目 动物 起 源 等 问题 的 探索 具有 重大 意义 。 血红 蛋白 的 研究 可 以 为 此 提供 证 
据 。 本 支 利 用 血红 蛋白 分 子 通过 肽 链 的 解 离 和 重组 合 而 产生 杂种 分 于 的 竺 性， 进行 人 一 
Ma. BRIM (Nycticebus coucang) ， 人 一 灌区 的 血红 蛋白 分 子 杂 交 ， 根 据 生 
成 的 杂种 分 子 的 特点 ， 分 析 比 较 树 网 和 原始 灵 长 类 动物 懒 猴 的 血红 蛋白 分 子 结构 ， 探 讨 
树 网 的 分 类 地 位 及 其 与 灵 长 类 动物 的 亲缘 关系 。 


# 本 文 实验 工作 在 中 国 科学 院 昆明 荔 物 研究 所 完成 ,得 到 该 所 施 立 表 ， 李 埔 区、 Bh RENE TT Bh, WERN, 
+x 血红 蛋 册 从 析 技 术 得 到 上 海 市 儿童 医院 医学 造 乙 学 研究 室 曾 溢 泗 、 黄 淑 帧 老师 指导 ， 也 一 并 致谢 。 
本 文 1885 年 4 月 3 日 收 到 ，1985 年 ? 月 30 日 收 到 眉 改 稿 。 
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材 料 与 方法 


--，、 材 料 BER RES RRR HE. AMR AA. BORLA E E 
明 动 物 研 究 所 动物 房 。 

~, H CBI RIB, 1979; Huisman}, 1977) 。 

(一 ) 血红 看 白 溶液 的 制备 ”血液 标本 经 ACD 保 养 液 抗 凝 处 理 后 ， 用 生理 盐水 洗 
汝 红血球 四 次 ， 按 红 赤 球 压 积 加 入 等 体积 的 燕 偏 水 和 1/2 体 积 的 四 氢化 左 ， 振 范 溶 血 ， 
离心 取 上 清 血红 蛋白 溶液 ， 并 调节 至 5 AURE, 

(=) 血红 蛋白 的 醋酸 纤维 素 薄 膜 电泳 ”用 pH8。,5 TEB 连 续 系 统 进 行 电 泳 ， 以 确 
定 三 种 迄 红 蛋白 的 电泳 迁移 率 。 

(=) 肤 链 的 解 离 ” 取 0.2 毫 升 5 % 树 央 Hb 深 液 和 0.2 毫 升 5 HbA RR, i A 
置 玻璃 纸 透 析 袋 内 ， 在 4°C 下 对 250 毫 升 醋酸 缓冲 液 (PH4.7) 透析 36 小 时 ， PIKE 
分 解 离 。 

(四 ) 肤 链 的 重组 合 将 上 述 解 离 得 的 Hb 肽 链 ， 连 同 透析 败 一 起 移 至 巴 冷 的 200 毫 
F-TEBB MR pH8.6) 中 ， 在 4 =C 下 透析 16 小 时 〈 中 间 更 换 一 次 缓冲 液 }》 ， 使 肽 链 重 
新 组 合 。 

CH) 杂交 产物 的 电泳 分 析 ”在 碱 性 条 件 下 (pH8.6， 盔 酸 -NaOH、 缓 溃 液 ) 进行 
醋酸 纤维 素 薄 膜 电 访 (电压 320V， 电 泳 时 间 为 15 分 钟 ) ， 分 析 生 成 的 杂种 分 子 。 

(六 ) 按 上 述 方 法 (三) EG) BHA, AOR LEAMA 


FRE 


i 条 


—, OR. BR. ADHD KABA. 

Z, BWA, MRA, WR MR NH TRAHAN 2—4. 

树 购 Hb (aszvzB:zw2) 一 HbA 分 子 杂交 产物 的 电泳 图 谱 (图 2 》 显示， 在 杂交 产物 
th, 除了 原 有 的 两 种 Hb 分 子 外 ,还 可 以 发 现 两 种 杂种 Hb 分 子 , aTM 0.48.7, 
HbA 一 懒 猴 Hb (a, FPN) 杂交 产物 的 电泳 图 洪 (图 3》 中 也 可 以 发 现 两 种 杂种 分 
子 ， 即 wavwp:4 和 os4B:3w。 树 其 Hb 一 懒 猴 可 b 杂 交 产 物 的 电泳 分 析 未 显示 杂种 分 子 生 


成 (图 4) 。 
讨 论 


在 碱 性 条 件 下 ， 三 种 血红 蛋白 的 电泳 迁移 率 为 ， 人 二 司 猴 之 树 购 Ai) , RHR 
三 种 血红 蛋 魏 的 理化 性 质 不 同 ， 它 们 的 分 子 带电 状态 不 同 ， 它 们 的 一 级 结构 存在 差异。 
出 于 HbA 、 懒 猴 Hb、 树 岗 Hb 在 电泳 中 可 以 依据 迁移 率 不 同 而 互相 区 别 ， 同时 ， 这 三 种 
Hb 又 都 是 由 & 链 和 8B EAR, Ak, TORR FR 交 试 验 
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进一步 研究 。 
血红 蛋白 种 间 分 子 杂 交 是 指 血 红 蛋 白 分 子 在 一 定 条 件 下 通过 肽 链 的 解 离 和 重新 组 合 
而 产生 新 的 杂种 分 子 。ltano 等 人 (1959) 报道 了 人 的 血红 蛋白 和 狗 血 红 蛋 白 的 种 间 分 子 
杂交 ，Viaograd 等 (1960〉 应 用 同位 素 标记 等 技术 研究 了 血红 蛋白 分 子 杂交 的 机 制 ， 
认为 Hb 分 子 在 酸性 条 件 下 首先 解 离 为 两 个 相同 的 半分 子 CaP ， 然 后 再 进一步 解 离 
为 1/4 分 子 (& 和 和 )， 在 中 性 或 碱 性 溶液 中 ， 这 些 174 分 子 又 重新 组 合成 新 的 分 子 。 在 新 
形成 的 杂种 分 子 的 电泳 区 带 中 ，Itano 等 (1959) 根据 N 端 的 氨基 酸 顺 序 决定 人 的 血红 蛋 
白 的 a 链 和 BB 链 ， 并 根据 狗 血红 蛋白 与 人 的 a 链 和 PB 链 的 构象 相似 性 确定 生成 的 杂种 
分 子 分 别 是 ca4B. 大 和 as 大 B4。 参照 Itano 的 分 析 方法 ， 树 员 Hb (7p 和 HbA 
(as4B,4》 的 种 间 分 子 杂 交 可 以 表示 为 ， 
204p EA saapa RA 4a4+ 4B4 








yd 


24,7"? pro jarun Be FERAL jaru +p" 


LECTRR. +a TPB TS 十 0,487? + a TRA 

从 图 2 C1) 可 见 ， 在 正常 成 人 溶血 液 和 树 购 Hb 杂交 产物 的 电泳 图 谱 中 ， 除 了 原 
来 的 人 的 Hb 和 树 席 Hb 区 带 外 ， 还 可 发 现 两 条 新 的 Hb 区 带 ， 一 条 在 HbA 区 带 的 前 方 ， 另 
一 条 在 树 央 Hb 区 带 的 后 面 。 根 据 Robinson 等 (1960) 的 狗 Hb 和 HbA 的 种 间 分 子 杂交 产 
物 的 电泳 图 谱 ， 可 以 认为 这 是 HbA(0s4B,4) 与 树 斋 Hb(a,?*?B。7*?) 杂 交 后 形成 的 两 种 种 
间 杂 种 分 子 ， 前 者 为 oazwzB,4， 后 者 为 az4Barz。 据 Maita 等 《1977》 HGH, RHO 
一 级 结构 中 ，a 链 有 27 个 氨基 酸 ,B 链 有 26 个 氨基 酸 与 HbA 不 同 。 然 而 ， 树 网 Hb 和 HbA 
杂种 分 子 的 生成 表明 ， 尽 管 这 两 种 Hb 在 氨基 酸 组 成 上 有 较 大 差异 ， 它 们 的 亚 单位 表面 
构象 具有 一 定 的 相似 性 。 

图 3 表明 ， 懒 铬 Hb 与 HbA 杂 交 也 能 产生 杂种 分 子 ， 分 别 为 5”*Be< 和 02<B2s” CH 
3 (1)〉。 比 较 图 2 和 图 3 可 以 发 现 ， 树 鹃 Hb 的 0 RESA B ERAR Ar aT R, 
和 同姓 Hb 的 a 链 与 人 日 链 的 杂交 产物 csseB:4 的 电泳 迁移 率 相似 ， 它 们 都 位 于 HbA 的 前 
面 ， 且 对 HbA 的 相对 迁移 距离 也 近似 。 由 于 这 两 个 杂种 分 子 分 别 由 两 种 4 链 和 一 种 人 的 
B 链 杂 交 而 成 ， 说 明 这 两 种 a 链 的 净 电 荷 相同 或 相近 ， 在 结构 上 相似 ， 即 ?一 a3”*。 
同时 ， 可 以 发 现 树 跑 Hb 的 B 链 与 人 链 的 杂交 产物 0.<P,""? 和 懒 儿 Hb 的 B 链 与 人 0 和 链 
的 杂交 产物 c,4R;yw 的 电泳 迁移 率 不 同 , 虽然 它们 都 在 HbA 的 后 面 ， 但 对 HbA 的 相对 迁 
移 上 距 离 不 同 ，os4Bszwz 的 迁移 率 明 显 慢 于 os4pBszw。 这 说 明 树 哆 Hb 的 日 链 与 售 多 Hb 的 
链 的 带电 状态 不 同 。 根 据 以 上 结果 ， 我 们 认为 ， 树 次 Hb 与 颌 猿 Hb 的 结构 差异 主要 在 于 
FEB St, TIX Ao 链 的 结构 具有 相当 高 的 相似 性 。 

为 了 证 实 以 上 结果 ， 我 们 还 进行 了 树 钢 Hb 与 后 狂 Hb 的 种 冯 分 子 杂交 试验 ， 结 果 见 
图 4 。 在 图 4 《1》 中， 除了 相应 于 树 册 Hb 和 懒 猜 Hb 的 两 条 电泳 区 带 外 ， 未 见 新 的 区 
uw, WER 0970 曾经 报道 过 ， 在 人 的 异常 血红 蛋白 与 狗 血 红 蛋白 分 子 杂 交 过 程 
中 ， 由 于 杂种 分 子 形成 沉淀 而 未 能 在 电泳 系统 中 检测 出 来 ， 我 们 在 实验 过 程 中 ， 未 观察 
到 杂交 混合 液 中 有 沉淀 出 现 。Bangham 《1957) 普 观察 到 某 些 Hb 分 子 在 pH4.7 条 件 下 不 
解 离 的 现象 ， 但 根据 图 2 和 图 3 的 结果 ， 可 以 看 出 树 赐 Hb 和 懒 猴 Hb 对 HbA 的 素 和 力 相 


Oo 
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似 ， 在 pH4.7 的 条 件 下 ， 这 两 种 Hb 解 链 较 完全 ， 形 成 杂种 分 子 的 产 率 也 较 一 至 ,因此 ， 
可 以 排除 由 于 亲和力 不 同 ， 解 离 不 完全 或 者 杂种 分 子 沉 淀 而 造成 没有 检测 到 杂种 分 子 的 
可 能 性 。 事 实 上 ， 当 两 种 血红 蛋白 分 子 杂 交 时 ， 若 它们 内 有 一 条 肤 链 存在 差异 ， 即 使 发 
生 了 解 离 和 重组 合 ， 在 电 沪 条件 下 也 不 能 检测 出 来 (Singer 等 ，1959; [tano，1958)。 我 
们 认为 ， 罕 杂交 反应 过 程 中 ， 树 谣 Hb 和 懒 猴 Hb 发 生 了 解 离 和 重新 组 合 ， 但 是 ， 由 于 这 
两 种 Hb 分 子 的 4 链 的 电荷 是 相同 的 ， 在 电泳 过 程 中 , RRR Fa AaB ”分 
5) 5 By AGH (o.,.7*9B,7*?) ARH (a, BY) HRT ARE OK. PR, TER 
了 树 驳 Hb 和 懒 猴 Hb 只 有 一 条 肽 链 《〈《B 链 ) 所 带电 荷 不 同 ， 表明 这 两 种 血红 蛋白 在 结构 
上 具有 很 大 的 相 亿 性。 当然 ， 这 个 结果 可 以 用 同位 素 标 记 技 术 进 一 步 证 实 。 

一 般 认 为 ， 进 化 上 和 分 此 年 代 趟 早 ， 所 红 蛋 白 的 组 成 差异 越 大 。Hb 种 间 分 子 杂交 的 
结果 为 确立 树 讽 的 进化 地 位 提供 了 有 力 的 证 据 ， 夫 明 树 呐 与 懒 狠 的 进化 上 的 亲 绿 关系 较 
近 ， 可 以 认为 树 凌 是 一 种 原始 的 灵 长 类 动物 。 
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THE EVOLUTIONARY RELATIONSHIP OF TUPAI AS 
VIEWED FROM THE INTERSPECIFIC MOLECULAR 
HYBRIDIZATION OF HEMOGLOBIN 


Zhang Bei Liu Zudong 


(Institute of Genetics, Fudan University Shanghai) 


The evolutionary relationship of tupai {Tupaia belangeri chinensis) was 
studied through interspecific molecular hybridizalion of the hemoglobins between 
tupai and human, tupai and loris (N ycticebus coucang) as well as human and 
ioris, The Rf values of electrophoresis of the Hb in pH 8.6 were found to 
be as follows, human>>loris>tupai, The resuli: of interspecific molecular hybri- 
dization between tupai Hb (a,7"?B,7"?) and human adult hemoglobin (HbA) 
(o,4f,“) showed that, besides the two Hb molecules jut mentioned, two other 
Hb molecules, the hybrid Hb molecules o,7“"8,4 and a,4B,7"", were found, 
The hybridization between HbA and the Hb ci ioris (a, N” B7") could also 
form two hybrid Hb molecules, a, NWR, and o,468,4#, Thee resulls suggest 
that the a-chain of tupai is similar to that of loris Hb in act electric charge 
and hence substantiate the viewpoint that tupai may be considered as one of the 
primitive primate species, 


Key words, Tupai Hemoglobin 
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图 2 树 响 Hb~HbA 杂 交 产 物 的 醋 纤 膜 电泳 





ik es (HR NaOH rpi, pH8.6 ) AESA: 
,图 1 树 购 ， 人 ， 壤 多 的 Hb 电泳 图 谱 (显示 三 种 Hb 电泳 CL) 树 购 Hb 和 HbA 杂交 液 
迁移 率 的 差异 ) CTris 一 缓冲 液 , pH 8.5 ) 从 左 到 右 : (2) SiH (a2 TPB: Tr) 








(1) 树 网 Hb 溶液 (10%) 
(2 ) 司 猴 Hb 溶液 (10%) 
(3) HbA 溶 液 (10%) 
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图 3 懒 效 Hb 一 HbA 杂 交 产 物 的 醋 纤 腊 电 泳 
(硼酸 -Na OH 缓冲 液 _ PH8.6 ) 从 左 到 右 : 

.(1 ) 懒 狼 Hb 和 H DA 杂交 液 

(2) GARD (A2 Ne Ba Ne ) 

(3) HbA (Q: 48,4). 
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